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摘要 
Geminin 是一种定位于核内的多功能小分子蛋白，在胚胎发育、神经分化、
维持基因组稳定性、细胞增殖及肿瘤发生等过程都发挥重要作用。Geminin 通过
与 Cdt1 相互作用抑制 DNA 的重复复制，保证在一个细胞周期内 DNA 仅被复制
一次；在不同的发育阶段作为抑制因子或者诱导因子参与胚胎发育的调节；通过
与同源异形盒蛋白 Six3 及 Hox 等相互作用分别对眼睛发育及胚胎发育起调节作
用。HDAC3 作为 Rpd3/Had1 去乙酰化酶家族的一员，它调控组蛋白赖氨酸残基
去乙酰化。同时，HDAC3 的去乙酰化酶活性需要通过与其他蛋白相互作用形成
多亚基复合物，从而调控靶蛋白上特定位点的基因转录沉默或激活。但是 HDAC3
如何通过不同辅因子特异性调控高度同源的转录因子家族成员至今研究尚不深
入。我们的研究发现了一个与 FoxO3 相互作用的新蛋白—Geminin。在细胞中单
独敲低 Geminin 或 HDAC3 都会上调 FoxO3 的乙酰化水平，但同时敲低 Geminin
和 HDAC3，FoxO3 的乙酰化水平并不会进一步增加，说明 HDAC3 和 Geminin
是共同调控 FoxO3 的乙酰化修饰。进一步研究发现，HDAC3 能够与 Geminin 直
接相互作用，但 HDAC3 并不能与 FoxO3 直接相互作用，通过两轮免疫共沉淀
发现 Geminin、HDCA3 和 FoxO3 在同一个复合物中，共定位于细胞核。本论文
揭示了 Geminin 作为一个支架蛋白介导 HDAC3 对 FoxO3 的乙酰化修饰。 
 
关键词：Geminin；HDAC3；FoxO3；去乙酰化 
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Abstract 
Geminin, a ploypeptide of about 25 kDa, is a multifunctional protein and occurs 
in nuclei. Geminin plays a fundamental role in the regulation of embryonic 
development, cell cycle, the maintenance of chromosomal integrity and tumorigenesis. 
Geminin negatively regulates Cdt1 function to ensure DNA must be replicated once 
and only once during each cell cycle. Geminin also involves in embryonic 
development as an inhibitory or induction factor at different developmental stages. It 
can regulate the development of the eye and the embryo by interaction with the 
homologous box protein Six3 and Hox. HDAC3 is a member of Rpd3/Had1 
deacetylase family, which regulates the deacetylation of histone lysine residues, 
HDAC3 only through the interaction with other proteins to form a multi-subunit 
complex to activation deacetylase activity, and then interacts with other proteins to 
mediate a specific site of gene transcription. However, little is known how HDAC3 
specifies its substrates for modulation among those highly homologous transcription 
factor family members. Here we report that Geminin is a new binding partner of 
FoxO3. Brest cancer cells depleted of Geminin results in FoxO3 acetylation; HDAC3 
deficiency also facilitates FoxO3 acetylation. However, depletion of Geminin and 
HDAC3 does not result in FoxO3 further acetylation. It is suggested that 
HDAC3-Geminin axis regulates FoxO3 deacetylation. In addition, HDAC3 direct 
binds to Geminin and HDAC3 does not direct bind to FoxO3, but Geminin, HDAC3 
and FoxO3 are a complex, which is co-localization in nuclei. Our results demonstrate 
that Geminin is a substrate-specifying factor to couple HDAC3 and FoxO3, thereby 
specifically facilitating FoxO3 deacetylation. 
 
Key words: Geminin; HDAC3; FoxO3; Deacetylation 
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第一章 前言 
1.1 Geminin 蛋白 
Geminin 是 McGany 和 Kirschner[1]在 1998 年发现的一个多功能蛋白，相对
分子质量为 25KDa，由 Geminin 基因编码，定位于细胞核内，但不存在于酵母中
[2]。Geminin 在诸如神经细胞、心肌细胞及血管组织等静止期细胞和低增生型细
胞中几乎不表达，而在进入细胞周期的细胞中高表达。这种蛋白质在细胞有丝分
裂期会发生周期特异性降解，从而在调控细胞增殖中起到重要作用。 
Geminin 作为一种多功能蛋白，它可以调节胚胎发育，尤其是神经分化，调
控细胞增殖，维持基因组稳定性，可以与同源异形盒蛋白或者基因相互作用，在
细胞增殖和分化中发挥协调功能。现如今越来越多的证据表明 Geminin 在肿瘤细
胞和肿瘤组织中高表达，并且与肿瘤临床病理学的许多指标相关，因此有望成为
新的肿瘤治疗靶点[3-7]。 
1.1.1 Geminin 的分子结构 
Okorokov A 等人揭示了人类 Geminin 蛋白三维图[8, 9]。它有 2 种异构体
——Geminin H 和 Geminin L，分别含有 219 和 216 个氨基酸。如图 1.1 所示，
Geminin 的 N 端是一个与周期蛋白 B 同源的 RXALGVIXN 的破坏框（destruction 
domain），同时也是泛素化的位点。在 HeLa 细胞中，Geminin 的第 45 和 49 位丝
氨酸在细胞周期 S 期时被磷酸化进而通过蛋白酶体途径被降解[10]。因此，破坏
框的突变将导致 Geminin 无法被降解。位于第 110-144 位的氨基酸序列能够形成
卷曲螺旋结构域（coiled-coil domain），此结构域含有由 7 个氨基酸残基组成的五
个重复单位，形成带负电荷的亮氨酸拉链（leucine zipper）。该结构域通常与蛋
白质二聚体相关，是蛋白与蛋白相互作用的位点。Sandeep [11]等人发现位于亮氨
酸拉链的第 120、124、131、134 位亮氨酸同时突变，会使 Geminin 无法形成二
聚体，从而无法结合 Cdt1。Geminin 的 C 端保守性并不高[1]。 
Geminin 是一种核定位蛋白，在第 50-116 之间的氨基酸序列是一个双向核定
位信号，有 2 个碱性氨基酸簇，氨基酸簇由 7 个氨基酸残基隔开。Geminin 在细
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胞中的定位会影响它的功能与活性[1]。Kazumasa 等人[12]研究发现，Geminin 的
核定位信号（NLS）对 Geminin 行使抑制 DNA 复制及调节外胚层细胞的功能是
必需的。 
 
 
图 1.1 Geminin 的结构域，引自文献【9】 
Figure 1.1 The structural domain of Geminin 
 
1.1.2 Geminin 的功能 
1.1.2.1 Geminin 调控 DNA 复制 
在细胞增殖过程中，为了确保基因组的稳定性与完整性，维持世代之间的忠
实性，细胞必需保证在一个周期内，DNA 有且仅有一次被复制。Geminin 是细
胞周期中一个重要的调控蛋白，它通过与 DNA 复制起始因子 Cdt1 结合，抑制
其与微型染色质维持蛋白（MCM 2-7）和 Cdc6 结合，从而抑制 DNA 复制。Geminin
在细胞周期中的 G1 期并不表达，只在 S 和 G2 期表达，在有丝分裂的中后期被
后期促进复合物（anaphase-promoting complex，APC）降解[13]。因此，Geminin
蛋白被认为是一种特异性的细胞周期相关因子，与细胞周期依赖性蛋白激酶（cdk）
一起作为严格调控 DNA 复制的保证。 
研究表明，Geminin 在细胞周期的不同时期发挥着不同的调控作用，其调控
方式也不一样。Geminin 是 G1 期向 S 期转化的信号，从 S 期开始累积，在 M 期
达到最高值，在下个 G1 期来临之前被降解。在 M 期时，分裂后期促进复合物
（APC）活性增强，诱导 Geminin 的破坏框上的丝氨酸残基被磷酸化修饰，从而
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促进 APC 的泛素化途径降解。Geminin 在 M 期被降解后，又促进 DNA 复制的
启动。在 M 后期和 G1 期，细胞在复制起始点上开始形成前复制复合体
（pre-replication complex，Pre-RC）[14, 15]。复制起始因子（origin recognition complex，
ORC）结合到染色体的复制起始位点上，然后 ORC 募集细胞分裂周期蛋白 Cdc6
（cell division cycle 6）和 Cdt1（Cdc10 dependent transtript 1）通过自身 DNA 结
合活性结合到染色体上，从而 MCM2-7 可以以此停靠到染色体上，这些复制许
可因子共同组成 Pre-RC，有 Pre-RC 结合的复制起点才能启动复制。 
DNA 复制一旦被启动，各种复制许可因子会通过不同途径失活，确保一个
细胞周期内 DNA 仅被复制一次，在这些因子中，Cdt1 被认为是最重要的蛋白。
因此，对 Cdt1 的调控在 DNA 复制过程中尤其重要。在哺乳动物中，Cdt1 可以
通过泛素化降解途径和 Geminin 调控两种方式被调节。 
Geminin 对 Cdt1 的调控作用可以分为两个方面： 
1、Geminin 抑制 Cdt1 作用，阻碍 DNA 复制[16]。如图 1.2 所示，当细胞进
入 S 期，Geminin 通过与 Cdt1 结合产生空间位阻作用，阻碍 Cdt1 与 MCM 2-7
结合，阻止其作为 MCM2-7 在 DNA 上停靠功能，抑制 DNA 复制。 
近年来有研究也表明，Geminin 要先与染色体结合才能行使抑制 Cdt1 的作
用[17]。HeLa 细胞中，Cdt1 与 Geminin 共同结合到染色体上，在 S 期早期 Cdt1
从染色质上分离下来而被迅速降解，在整个 S 期过程中 Geminin 都结合在染色体
上，即通过与染色体的结合来阻止逃逸降解的 Cdt1 和 S 期新合成的 Cdt1 与染色
体结合，这可能也是 Geminin 抑制 Cdt1 功能的一种机制。 
2、Geminin 稳定 Cdt1 促进 DNA 复制。在 S 期和 M 期，Geminin 是 Pre-RC
的负向调节因子，但在 G2 到 M 期，Geminin 是 Pre-RC 的正向调节因子，Geminin
通过结合 Cdt1 保护其免受泛素化介导的降解，从而促进 DNA 复制[18]。 
Yangagi 等人[19]发现，小鼠 Geminin 不仅可以阻止 Cdt1 与 MCM 2-7 之间的
相互作用，还能通过 Geminin 的竞争性结合抑制 Cdt1 结合 DNA 的活性。 
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